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NOVELTY - (R) and/or { S ) -2 -hydroxy- gamma -butyrolactones (I) and (II) 
and/or (R) and/ or ( S) -2-acyloxy- gamma -butyrolactones (III) and (IV) are 
prepared by converting a racemic 2-acyloxy- gamma -butyrolactone (V) using 
hydrolases. (Ill) and (IV) are obtained as by-products. 

DETAILED DESCRIPTION - (R) and/or ( S ) -2 -hydroxy- gamma 
-butyrolactones of formulas (I) and (II) and/or (R) and/or ( S) -2-acyloxy - 
gamma -butyrolactones of formulas (III) and (IV) are prepared by 
converting a racemic 2-acyloxy- gamma -butyrolactone of formula (V) using 
hydrolases. (Ill) and (IV) are obtained as by-products. 

Rl ■= alkyl, cycloalkyl, (cycloalkyl ) alkyl , cycloheteroalkyl , 
(cycloheteroalkyl) alkyl, alkoxyalkyl, aryl , heteroaryl, arylalkyl, 
heteroarylalkyl or aryloxyalkyl . 

INDEPENDENT CLAIMS are also included for: 

(1) the preparation of (V) by reacting a 2 -halo- gamma -butyrolactone 
of formula (VI) with a carboxylic acid of formula Rla-COOH (VII); and 

(2) new 2-acyloxy- gamma -butyrolactone of formula (VIII) . 
X = halo; and 

Rla = alkyl, alkoxyalkyl , arylalkyl or aryloxyalkyl. 

USE - The process is useful for preparing (R) and/or ( S) -2 -hydroxy - 
gamma -butyrolactones (I) and (II) and/or (R) and/or ( S) -2-acyloxy- gamma 
-butyrolactones (III) and (IV) from racemic 2-acyloxy- gamma 
-butyrolactone (V) . 
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(57) Abstract: The invention relates to a novel method for producing (R) and/or (S)-2-hydroxy- , y-butyrolactones of formulas (I) and 
(II) and/or for producing (S) and/or (R>-2-acyloxy-Y-butyrolactones of the general formulas (III) and (IV). According to said method, 
a racemic 2-acyloxy-Y-butyrolactone of general formula (V) is converted into the compounds of formulas (I) or (II) using hydrolases, 
whereby the compounds of formulas (HI) or (IV) are obtained as a by-product. 



(57) Zusatnmenfassung: Beschrieben wird ein neues Verfahren zur Herstellung von (R)- und/oder (S>-2-Hydroxy--y-butyrolactonen 
O der Formeln (I) und (II) und/oder von (S> und/oder (R)-2-Acyloxy-Y-butyrolactonen der allgemeinen Formeln (HI) und (IV), worin 
^ ein racemisches 2-Acyloxy-Y-butyrolacton der allgemeinen Formel (V) mittels Hydrolasen in die Verbindungen der Formeln (I) oder 
^ (II) umgesetzt wird, wobei die Verbindungen der Formeln (HI) oder (IV) anf alien. 
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Verfahren zur Herstellung von (R)- odcr (S)-Hydroxy-y-butyroIacton 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
5 (R)- und/oder (S)-2-Hydroxy-Y-butyrolacton der allgemeinen Formeln I und II 



P« sou 

O 



ii 



10 und/oder von (S)- und/oder (R)-2-AcyIoxy-y-butyrolactonen der allgemeinen Formeln III und 
IV 



o 

III IV 



(R)- und (S)-2-Hydroxy-y-butyrolactone sind wichtige Zwischenprodukte fur pharma- 
zeutische Wirkstoffe (WO 97/24367). 

Ein Verfahren zur Herstellung von (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton ist in der EP-A-439 779 
20 beschrieben. Dabei wird in einer ersten Stufe racemisches Hydroxy-y-butyrolacton in 

Gegenwart eines Esters wie Vinylacetat mittels einer Lipase in das (R)-Acetoxy-y-butyrolacton 
iiberfuhrt, wobei das (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton anfallt. In der zweiten Stufe wird dann das 
(R)-Acetoxy-y-butyrolacton chemisch zum gewiinschten Produkt hydrolysiert. Nachteilig bei 
diesem Verfahren sind zum einen die sehr langen Reaktionszeiten in der ersten Stufe und zum 
25 anderen, dass es in zwei Stufen durchgefuhrt werden muss, wenn (R)-2-Hydroxy-y- 
butyrolacton als Produkt hergestellt werden soil. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Herstellung von (R)- und/oder 
(S)-2-Hydroxy-y-butyroIactonen bereit zu stellen, welches wesentlich klirzere Reaktionszeiten 
aufweist und die Isolierung der entsprechenden Produkte in guter Enantiomerenreinheit 
erlaubt. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 

Erfindungsgemass wird das Verfahren derart durchgefuhrt, dass man ein racemisches 
2-Acyloxy-y-butyrolacton der allgemeinen Formel 



mittels Hydrolasen in die (R)- und/oder (S)-2-Hydroxy-y-butyrolactone der Formeln I oder II 



Umsetzt, wobei die (S)- und/oder (R)-2-Acyloxy-y-butyrolactone der allgemeinen Formeln III 




V 





oder IV 




IV 



anfallen. 
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Der Rest R 1 bedeutet gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cycloalkyl)alkyl, 
Heterocycloalkyl, (Heterocycloalkyl)alkyl, Alkoxyalkyl, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, 
Heteroarylalkyl oder Aryloxyalkyl. 

Unter Alkyl, allein oder in Verbindung mit Aryl, Alkoxy, Aryloxy, etc., wird sowohl lineares 
als auch verzweigtes Alkyl verstanden. Insbesondere bedeutet Alkyl C,.,8-Alkyl, vorzugsweise 
C$., 8 -Alkyl. Beispiele flir lineares oder verzweigtes Alkyl sind Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, 
Butyl, Isobutyl, tert-Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, Dodecyl, Tridecyl, 
Tetradecyl, Pentadecyl, Hexadecyl, Heptadecyl, Octadecyl und deren Isomere. Bevorzugt wird 
lineares Alkyl. Alkyl kann gegebenenfalls ein oder mehrere Substituenten tragen, beispielsweise 
Halogen, Hydroxy, Amino und Nitro. Halogen bedeutet hierbei F, CI, Br und I. 

Unter Aryl wird insbesondere Phenyl, Naphthyl und Anthryl verstanden. Aryl kann 
gegebenenfalls ein oder mehrere Substituenten tragen, beispielsweise Halogen, Hydroxy, 
Amino, Nitro, Alkyl, insbesondere C M2 -Alkyl, vorzugsweise C^-Alkyl, und Alkoxy, 
insbesondere Ci. 12 -Alkoxy, vorzugsweise C^-Alkoxy. Beispiele fur substituiertes Aryl sind 
Chlorphenyl, Nitrophenyl, Methoxyphenyl, Toluyl und Xylyl. 



ein 



Unter Heteroaryl werden insbesondere 5- oder 6-gliedrige aromatische Ringsysteme mit 
oder mehreren Heteroatomen wie O oder N verstanden. Beispiele for Heteroaryl sind Furanyl, 
Pyridyl und Pyrimidyl. Heteroaryl kann gegebenenfalls wie fur Aryl beschrieben substituiert 



sein. 



Arylalkyl bedeutet insbesondere Aryl-C.-^-Alkyl, vorzugsweise Aryl-C^- Alkyl, beispielsweise 
Benzyl oder Phenylethyl, und kann gegebenenfalls wie oben fur Alkyl und Aryl beschrieben 
substituiert sein. 



Unter Cycloalkyl und Heterocycloalkyl werden cyclische nichtaromatische Kohlenwasserstoffe 
mit insbesondere bis zu 8 Ringatomen, vorzugsweise 5 bis 8 Ringatomen, verstanden, die im 
Falle von Heterocycloalkyl ein oder mehrere Heteroatome wie N oder O enthalten konnen. 
Beispiele fur Cycloalkylreste sind Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl, Cycloheptyl und 
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Cyclooctyl. Beispiele flir bevorzugte Heterocycioalkylreste sind Piperidyl, Pyrrolidyl und 
Tetrahydrofiiranyl. Cycloalkyl und Heterocycloalkyl konnen gegebenenfalls wie oben fur Aryl 
beschrieben substituiert sein. (Cycloalkyl)alkyl und (Heterocycloalkyl)alkyl bedeuten 
vorzugsweise (Cycloalkyl)-C lH 6-alkyl bzw (Heterocycloalkyl)-Ci^-alkyl. 

Alkoxyalkyl bedeutet insbesondere Ci.i 8 -Alkoxy-Ci. 18 -alkyl, zweckmaBig mit nicht mehr als 
18 KohlenstofFatomen. Vorzugsweise bedeutet Alkoxyalkyl Ci^-Alkoxy-C^-alkyl. Beispiele 
fiir Alkoxyalkyl sind Methoxymethyl, Ethoxymethyl, Methoxyethyl, Ethoxyethyl und 
Propoxyethyl. Alkoxyalkyl kann wie fiir Alkyl beschrieben substituiert sein. 

(Hetero)aryloxyalkyl bedeutet insbesondere (Hetero)aryloxy-C M2 -AJkyi, vorzugsweise 
(Hetero)aryloxy-C^-Alkyl. Beispiele fiir (Hetero)aryloxyalkyl sind Phenoxymethyl, 
Phenoxyethyl und Furanylmethyl. (Hetero)aryloxyalkyl kann gegebenenfalls wie oben flir 
Arylalkyl beschrieben substituiert sein. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung weist der Rest R 1 einschlieBlich 
eventueller Ring- und Heteroatome eine Kettenlange von wenigstens 5 Atomen, insbesondere 
5 C-Atomen, und von hochstens 18 Atomen, insbesondere C- Atomen, auf 

Unter racemischen Verbindungen im Sinne der vorliegenden Erfindung werden Mischungen 
verstanden, in denen beide Enantiomeren vorliegen, wobei das eine oder andere Enantiomer 
auch im UberschuB vorliegen kann. Vorzugsweise liegen die beiden Isomeren in gleichen 
Anteilen vor. Entsprechend wird der BegrifFRacemat gebraucht. Liegt eines der Enantiomeren 
im UberschuB vor, so ist das im Gemisch uberwiegende Enantiomere des Acyloxy-Derivates 
vorzugsweise dasjenige, das von der Hydrolase bevorzugt zum entsprechenden Hydroxy- 
Lacton umgesetzt wird. Im Kontext der vorliegenden Erfindung bezeichnet der Begriff 
Enantiomere die beiden Konfigurationsisomere am chiralen C-2 des 2-Hydroxy-y- 
butyrolactons und der entsprechenden Acyloxy-Derivate. Allfallige weitere Chiralitatszentren 
in den erfindungsgemassen Resten R1,R2 dieser Derivate werden bei dieser Definition, 
abweichend vom wissenschaftlichen Gebrauch, nicht berticksichtigt. 
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AJs Hydrolasen konnen Lipasen, Esterasen, Amidasen Oder Proteasen verwendet werden, 
vorzugsweise werden Lipasen eingesetzt. Geeignete Lipasen sind Lipasen aus 
Pseudomonas sp., insbesondere Lipase aus Pseudomonas fluoresces, z.B. Lipase AK 
(Amano) oder die von Biocatalyst Ltd. erhaltliche Lipase, Lipase aus Pseudomonas cepacia, 
z.B. Lipase PS (Amano), Lipase aus Aspergillus oryzae, z.B. Novo-Lipase SP523 (Novozym 
398) und Novo-Lipase SP524 (Lipase = Palatase 20000L von Novo), Lipase aus Candida 
antarctica, z.B. Novo-Lipase SP525 (Lipase B Novozym 435, immobilisiert) und Novo-Lipase 
SP526 (Lipase A Novozym 735, immobilisiert), Lipase aus Rhizopus niveus, z.B. Newlase I, 
Lipase aus Candida rugosa, z.B. Lipase AY, Lipase aus Candida cylindracea, Lipase aus 
Candida lipolytica, Lipase aus Mucor miehei, Lipase aus Aspergillus niger, und Lipase aus 
Bacillus thermocatenulatus. Weitere for das erfindungsgemafle Verfahren geeignete Lipasen 
sind z.B. handelsubliche Lipasen wie Lipase PPL (Lipase-Kits von Fluka (1 & 2)), Amano P 
Lipase, Lipase AH (Amano; immobilisiert), Lipase P (Nagase), Lipase G (Amano 50), Lipase F 
(Amano F-AP15), immobiiisierte Lipase PS wie Lipase PS-C I und Lipase PS-C II (Amano), 
Lipase AH wie Lipase AH-C I (Amano), und Lipase D (Amano). Bevorzugt werden Lipasen 
aus Pseudomonas sp., insbesondere aus Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas cepacia, 
eingesetzt, sowohl wegen ihrer vorteilhaften katalytischen Eigenschaften als auch wegen ihrer 
Stabilitat. 



Die Lipasen konnen als Proteinlyophilisat oder als Immobilisat eingesetzt werden. Die Lipasen, 
sowohl als freies Protein wie auch als Immobilisat, konnen nach erfolgter erfindungsgemasser ' 
Umsetzung zurtickgewonnen und wiedeiverwendet werden. Das Protein lasst sich 
beispielsweise durch Filtration oder, insbesondere als Immobilisat auf einer dichten Festphase, 
durch Zentrifugation und gegebenfalls zusatzliche Wasch- und Suspensionsschritte, 
wiedergewinnen. Insbesondere bevorzugte Ausfuhrungsfonnen der vorliegenden Erfindung, 
die nicht-wassrige Losungsmittel wie beispielsweise Butanol oder Ether oder auch 
Losungsmittelgemische verwenden, in denen das Protein unloslich ist, erlauben eine einfache 
Riickgewinnung des freien Proteins, beispielsweise durch Filtration. Vorzugsweise wird ein 
riickgewonnener Lipasebatch mindestens 10-15x im erfmdungsgemassen Verfahren eingesetzt. 

Lipasen sind Enzyme, die bevorzugt, entsprechend der amphiphilen Natur ihrer biologischen 
Triglyceridsubstrate, an Grenzflachen zwischen einer hydrophilen und einer hydrophoben 
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Phase arbeiten. Insbesondere bei Verwendung eines racemischen 2-Acyloxy-y-butyrolactons 
mit einem grossen Acylrest mit mindestens 5 C-Atomen als Lipasesubstrat ergibt sich ein 
feindisperses Zwei-Phasen- System mit einem sehr geringen Verteilungkoeffizienten des 
Substrates in der polaren bzw. wassrigen Phase. Die Lipase kanri dann stabil an der 
Phasengrenzflache lokalisiert die Umsetzung katalysieren. 

Beispiele fur Proteasen sind Proteasen aus Aspergillus, Rhizopus, Streptomyces oder 
Bacillus sp., beispielsweise handelsubliche Proteasen wie Serinproteasen, z.B. Subtilisine. Als 
Subtilisin kann z.B. Savinase aus Bacillus sp. (beispielsweise Savinase von Novo Nordisk), 
Alcalase oder Subtilisin aus Bacillus licheniformis venvendet werden. 

Als Esterasen konnen ebenfalls handelsubliche Esterasen, wie 2.B. Esterasen aus Bacillus sp., 
eingesetzt werden. 

Beispiele fur Amidasen sind ebenfalls handelsubliche Amidasen, wie z.B. Penicillinamidase 
(Fluka). 



Die Lipasen, Esterasen, Amidasen oder Proteasen des erfindungsgemassen Verfahrens konnen, 
wie dem Fachmann bekannt, als zellfreie Enzymextrakte, gereinigtes und/oder lyophilisiertes 
Protein oder auch exprimiert in einer Mikroorganismenzelle, insbesondere im 
Herkunftsorganismus, angewendet werden. Es kann sich auch urn aus Wildtypenzymen durch 
Protein Engineering, beispielsweise „gene shuffling" oder Punktmutagenese, gewonnene 
Varianten mit fur die Verfahrensdurchfuhrung vorteilhaften Eigenschaften handeln. Es kann 
sich auch urn durch vernetzende Reagenzien stabilisierte Enzyme bzw. auf der Oberflache 
geeigneter Materialien immobilisierte Enzyme handeln. Die Einflusse von pH, Ionenstarke und 
Losungsmittel auf die Enzymaktivitat sind dem Fachmann gelaufig. 

Wenn als Hydrolasen Lipasen eingesetzt werden, wird vorzugsweise im racemischen 
2-Acyloxy-y-butyroIacton uberwiegend das (R)-Enantiomere zum (R)-2-Hydroxy-y- 
butyrolacton umgesetzt, wobei das (S)-2-Acyloxy-y-butyrolacton der Formel Ul anfallt. Wenn 
als Hydrolasen Proteasen eingesetzt werden, vorzugsweise Savinase aus Bacillus sp. (Fa. Novo 
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Nordisk), wird vorzugsweise im racemischen 2-Acyl-y-butyrolacton vorwiegend das 
(S)-Enantiomere zum (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton umgesetzt, wobei das (R)-2-Acyloxy- 
butyrolacton der Formel IV anfallt. Dem Fachmann ist dabei gelaufig, dass es auch Lipasen 
geben kann, die in Kombination mit einem geeigneten Substrat vorwiegend das (S)-2-Hydroxy- 
y-butyrolacton bilden. 

Die Reaktionstemperatur kann in einem Bereich von 0 bis 100°C, vorzugsweise in einem 
Bereich von 20 bis 70°C iiegen und am meisten bevorzugt in einem Bereich von 15-30°C 
liegen. Der pH-Wert kann in einem Bereich von 3 bis 12, vorzugsweise von 4 bis 8 liegen. 

Das Verfahren wird bevorzugt mit hoher Substratkonzentration, das heisst unter 
Substratsattigung des Enzyms, durchgefuhrt. Vorzugsweise ist die Substratkonzentration des 
racemischen 2-Acyloxy-butyrolactons mindestens 10 mM, in einer bevorzugteren 
Ausfiihrungsform mindestens 30 mM. 

Bevorzugt wird die Umsetzung in einer wassrigen Pufferlbsung oder in einem Alkohol oder in 
einem beziiglich der Umsetzung inerten organischen Losungsmittel durchgefuhrt. Als 
Puflferldsungen konnen z. B. niedermolare Puffer, beispielsweise 5 bis 200 mM Natrium- oder 
KaliumphosphatpufFer oder Hepes-Puffer, verwendet werden. Als Alkohole konnen bevorzugt 
aliphatische, cylcoaliphatische oder aromatische Alkohole verwendet werden. Als aliphatische 
Alkohole konnen z.B. d-g- Alkohole wie Methanol, Ethanol, 1- oder 2- Propanol, Isopropanol, 
Butanol, insbesondere 1- oder 2-Butanol, Pentanol, Hexanol, Heptanol oder Octanol 
verwendet werden. Als cycloaliphatische Alkohole konnen z.B. Alkohole wie Cyclohexanol 
verwendet werden. Als aromatischer Alkohol kann z.B. Benzylalkohol eingesetzt werden. Als 
organisches Losungsmittel kann.beispielsweise Diethylethen or Methyl-tertiar-butylether 
dienen. Es ist auch moglich, Gemische dieser Losungsmittel zu verwenden, beispielsweise 
Alkohol in Ether. 



Bei Verwendung von Alkohol anstelle eines wassrigen Puffers wird die spontane chemische, 
sterisch unselektive Hydrolyse als Konkurrenzreaktion zur enzymkatalysierten Umsetzung 
vermieden. 
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Es ist auch moglich, Gemische von Wasser und einem organischen Losungsmittel oder einem 
Alkoho! in beliebigen Mischungsverhaltnissen fur die erfindungsgemasse Umsetzung zu 
benutzen; in diesem Falle konnen sich fiir die Enzymaktivitat oder -selektivitat vorteilhafte 
Losungsmitteleffekte ergeben. 

Dem Fachmann ist an sich bekannt, dass bei Verwendung eines nicht-wassrigen Ldsungsmittels 
und besonders eines polaren Ldsungsmittels wie einem Alkohol, ein geringer Wassergehalt von 
0,01%- 10% (w/w), besonders bevorzugt von 1-4% (w/w), zur Stabilisierung des Enzyms bzw. 
der Aufrechterhaltung einer Hydrathulle um das Protein vorteilhaft sein kann. Dieser geringe 
Wasseranteil sollte fur jede im wesentlichen wasserfreie Ausfuhrungsform umfassend ein 
2-Acyloxy-y-butyrolacton, einen Alkohol und ein Enzym durch einfache Versuche optimiert 
werden. Er kann variieren. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird aus racemischem 
2-Acyloxy-y-butyrolacton mit einer Pseudomonas-Lipase, beispielsweise Lipase PS, mit dem 
vorgenannten Ci. 8 -Alkohol mit einem geringem Wassergehalt von 0,5-5% durch Umesterung 
das entsprechende (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton freigesetzt. Der Alkohol kann beispielsweise 
1-oder 2-Butanol oder Propanol oder Ethanol sein. Die Temperatur ist vorzugsweise 
Raumtemperatur, also 15-30°C. Das (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton kann in dieser 
Ausfuhrungsform eine Enantiomerenreinheit bzw. einen Enantiomerenuberschuss von 
mindestens 80%, vorzugsweise mindestens 95% aufweisen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform ist der Acylrest des Acyloxy-y-Butyrolactons dabei ein linearer Pentanoyl-, 
Hexanoyl-, Heptanoyl-, Octanoyl- oder Dodecanoylrest. 

Nach einer ublichen Umsetzungszeit von 1 bis 100 Stunden konnen dann die gewunschten 
Verbindungen der Formeln I oder II und die der allgemeinen Formeln III oder IV durch ubliche 
Aufarbeitungsmethoden erhalten werden. 

Bevorzugte Verbindungen sind (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton, (S)-2-Acetoxy-y-butyrolacton, 
(S)-2-Phenoxyacetoxy-y-butyrolacton, (S)-2-Phenylacetoxy-y-butyrolacton, (S)-2-(2- 
Methoxyacetoxy)- y-butyrolacton, (S)-2-Isobutyryloxy-y-butyrolacton, (S)-2-Hydroxy-y- 
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butyrolacton^W^-Acetoxy-Y-butyrolactoiuW^-Phenoxyacetoxy-y-butyrolacton, 
(R)-2-Phenylacetoxy-y-butyrolacton ( (R)-2-(2-Methoxyacetoxy)-Y-butyrolacton > 

(R)-2-Isobutyryloxy-Y-butyrolacton,(S)-2-Propionyloxy-Y-butyrolacton,(S)-2-Butyiyloxy-Y- 
butyrolacton, (S)-2-Octanoyloxy-Y-butyrolacton, (S)-2-Hexanoyloxy-y-butyroIacton, 

(S)-2-Decanoyloxy-Y-butyrolacton ( (S)-2-DodecanoyIoxy-Y-butyrolacton,(R)-2-Octanoyloxy- 
y-butyrolacton, (R)-2-Hexanoyloxy-y-butyroIacton, (R)-2-Decanoyloxy-Y-butyrolacton und 
(R)-2-Dodecanoyloxy-y-butyrolacton bzw., als Substrate der erfindungsgemassen Umsetzung, 
die racemischen Gemische der genannten 2-Acyloxy-y-butyrolactone. 

2-Acyloxy-Y-butyrolactone der allgemeinen Formel VIII 



All 
O 

VIII 

worinR 1 wie oben definiert gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cycloalkyl)alkyl, 

Heterocycloalkyl, (Heterocycloalkyl)alkyl, AJkoxyalkyl, Aiyl, Heteroaryl, ArylalkyI, 

Heteroarylalkyl oder Aryloxyalkyl bedeutet, sind in der Literatur noch nicht beschrieben und 

sind demrufolge Bestandteil der Erfindung. Dies gilt sowohl fur die Racemate dieser 

Verbindungen wie fur die jeweiligen (R)- und (S)-Enantiomeren. Bevorzugte Beispiele fur 

entsprechende 2-Acyloxy- Y -butyrolactone sind (R)- und (S)-2-Isobutyryloxy-, (R)- und (S)-2- 

(2-Methoxyacetoxy)-, (R). und (S)-Chloracetoxy- ; (R)- und (S)-Phenylacetoxy-, (R). und (S)- 

Phenoxyacetoxy-Y-butyrolacton sowie deren Racemate. Weitere bevorzugte Beispiele sind (R)- 

und (S)-2-Pentanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und (S>2-Hexanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und 

(S)-2-Heptanoyloxy-y-butyrolacton, (R)- und (S)-2-Octanoyloxy-y-butyrolacton, (R)- und (S)- 

2-Nonanoyloxy-y-butyrolacton, (R)- und (S)-2-Decanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und (S)-2- 

Dodecanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und (S)-2-Tetradecanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und 

(S)-2-Hexadecanoyloxy-Y-butyrolacton, (R)- und (S)-2-Octadecanoyloxy-Y-butyrolacton sowie 
deren Racemate. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform handeit es sich urn einen C 5 -i8-Alkylrest, in einer noch 
bevorzugteren Ausfuhrungsform ist dieser Alkylrest unverzweigt. 

Es ist dem Fachmann gelaufig, das bei derartigen Racematspaltungen durch Lipasen, 
5 Amidasen, Esterasen und Proteasen eine kinetische Kontrolle der Umsetzung vorliegt. Die 
Spaltungsreaktion wiirde thermodynamisch kontrolliert bis zum fast vollstandigen Umsatz des 
Substrates ablaufen. Soli vornehmlich ein moglichst grosser Uberschuss eines Enantiomers des 
2-Hydroxy-y-butryrolactons erzeugt werden, so wird die Reaktion bevorzugt nur bis zu einem 
Umsatz von hochstens 40-50% durchgefuhrt. Soil vornehmlich ein moglichst 

10 enantiomerenreines 2-Acyloxy-y-butyroIacton, also der (R)- oder (S)-Ester, durch die 

Umsetzung aus dem Racemat gewonnen werden, so wird der Umsatz bevorzugt mindestens 
50%, bei weniger ausgepragter Stereoselektivitat der Hydrolase kann der Umsatz auch mehr 
als 70% des eingesetzten Racemates betragen. Dem Fachmann ist der reziproke 
Zusammenhang zwischen der Enantiomerenreinheit des 2-Hydroxy-y-butryrolactons und dem 

15 gesamten Umsatz bzw. der Enantiomerenreinheit des verbleibenden 2-Acyloxy-y- 
butryrolactons an sich bekannt. 

Die Verwendung langkettiger Reste R 1 (mindestens C 5 ) ist eine weitere, besonders bevorzugte 
Ausfuhrungsform der Erfindung, weil bei der Aufreinigung des Reaktionsgemisches eine 
20 moglichst weitgehende und schonende Abtrennung des nicht umgesetzten 2-Acyloxy-y- 
butyrolactons vom Produkt, dem 2-Hydroxy-y-butyrolacton, vorgenommen werden kann. 
Langkettige 2-Acyloxy-y-butyrolactone haben einen erheblich hoheren Schmelzpunkt als das 
Produkt und konnen durch Kristallisation bei tiefer Temperatur abgetrennt werden. 

25 Es ist dem Fachmann klar, dass jede Ausfuhrungsform der Erfindung, durch die als 

unmittelbares Produkt des Verfahrens vorwiegend (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton erzeugt 
wird, auch zur Herstellung des (S)-2-Hydroxy-y-butyrolactons dienen kann. Dies, indem das 
als im Zuge der Umsetzung in hohem Enantiomerenuberschuss vorliegende Edukt (S)- 2- 
Hydroxy-y-butyrolacton nach Aufreinigung des Reaktionsgemisches durch chemische oder 

30 enzymatische Hydrolyse, beispielsweise wieder durch enzymatische Hydrolyse gemass dem 
vorliegendem Verfahren, in das (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton uberfiihrt wird. 
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Die Ausgangsmaterialien fur die biotechnologische Hydrolyse, die facemischen 2-Acyloxy-y- 
butyrolactone, werden zweckmassig dadurch hergestellt, dass ein 2-Halogen-y-Butyrolacton 
der allgemeinen Formel VI 




VI 



worin X ein Halogenatom bedeutet, mit einer Carbonsaure der allgemeinen Formel 

R'-COOH VII 

worin R 1 die oben genannte Bedeutung hat, umgesetzt wird. Als Halogenatom kann F, CI, Br 
Oder J eingesetzt werden. Als Carbonsauren der allgemeinen Formel VII konnen die den zuvor 
beschriebenen Resten R 1 entsprechenden Carbonsauren verwendet werden. Derartige 
Umsetzung von Alkylhalogeniden zur Darstellung von Carbonsaureestern sind dem Fachmann 
wohlbekannt. Zweckmassig wird als Carbonsaure der allgemeinen Formel VII beispielsweise 
Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Isobuttersaure, Capronsaure, Octansaure, Decansaure, 
Dodecansaure, Tetradecansaure, Hexadecansaure, Octadecansaure, Chloressigsaure, 
Phenylessigsaure, Phenoxyessigsaure, Methoxyessigsaure, Benzoesaure usw., entsprechend 
den erfindungsgemassen 2-Acyloxy-Derivaten, verwendet. Zweckmassig kann dabei die 
Carbonsaure als Losungsmittel dienen. 



Zweckmassig wird die Umsetzung in Gegenwart einer Base durchgeflihrt. Als Basen konnen 
Triethylamin, Pyridine, Hiinig-Basen oder Alkalimetallhydroxide eingesetzt werden. Als 
Alkalimetallhydroxid kann Natrium- oder Kaliumhydroxid verwendet werden 

Die Umsetzung wird zweckmassig bei einer Temperatur von 30 bis 150°C, vorzugsweise bei 
einer Temperatur von 60 bis 120 °C durchgeflihrt. 
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Nach einer iiblichen Umsetzungszeit von 2 bis 14 Stunden werden die racemischen 2-Acyloxy- 
y-butyrolacton-Derivate der allgemeinen Formel V durch ubliche Aufarbeitungsmethoden 
erhalten. 



5 Beispiele: 
Beispiel 1 

Herstellung von (RS)-2-Acetoxy-y-butyrolacton 

Eine Losung von 165 g 2-Brom-y-butyrolacton (97% Gehalt) in 180 g Eisessig wurde auf 
10 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C Innentemperatur 120 g Triethylamin zugetropft. 
Die entstandene Suspension wurde weitere 7 h bei 80°C geriihrt. Der Essigsaure-Uberschuss 
wurde im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde in 500 ml Ethylacetat aufgeschlammt und 
unlosliche Anteile durch Filtration abgetrennt (Filterkuchen zweimal mit je 125ml Ethylacetat 
waschen). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 750 ml 1M Natronlauge extrahiert, 
15 mit 250 ml 0,5 M Schwefelsaure gewaschen, uber Magnesiumsulfat getrocknet und 

eingedampft. Das verbleibende Ol (105 g) wurde im Vakuum destilliert (73°C / 0,1 mbar). 
Man erhielt 92 g (RS)-2-Acetoxy-y-butyrolacton als schwach gelbliche Fliissigkeit (Gehalt It. 
GC > 96%). 

'H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): y = 5,41 (dd, 2-H), 4,47 (ddd, 4-H), 4.35 (ddd, 4-H'), 2,73 (dddd, 3- 
20 H), 2.33 (dddd, 3-H'), 2,17 (s, 3 H % Ac). 

3 

Beispiel 2 

Herstellung von (RS)-2-(Propionyloxy)- y-butyrolacton 

Eine Losung von 178 g 2-Brom-y-butyrolacton (90% Gehalt) in 222 g 2-Propionsaure wurde 
25 auf 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C Innentemperatur 120 g Triethylamin zugetropft. 
Die entstandene Suspension wurde weitere 6 h bei 80 °C geruhrt. Es wurde weiter wie in 
Beispiel 1 verfahren. Das verbleibende braune Ol (159g) wurde im Vakuum destilliert (82°C / 
0,07 mbar). Man erhielt 139 g (RS)-2-(Propionyloxy)- y-butyrolacton als schwach gefarbte 
Fliissigkeit (Gehalt It. GC > 98%). 
30 'H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 6 = 5.42 (dd, 2-H), 4.48 (ddd, 4-H), 4.33 (ddd, 4-H'), 
2.73 (m, 3-H), 2.43 (m, 2 H, CH 2 ), 2.30 (m, 3-H 1 ), 1.18 (dd, 3 H, CH 3 ). 
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Beispiel 3 

3.1 Herstellung von (RS)-2-(Buryryloxy)- y-butyrolacton 

Eine Losung von 167 g 2-Brom-y-butyrolacton (90% Gehalt) in 248 g Buttersaure wurde auf 
5 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C lnnentemperatur 1 14 g Triethylamin zugetropft. 
Die entstandene Suspension wurde weitere 6 h bei 80 °C geruhrt. Es wurde weiter wie in 
Beispiel 1 verfahren. Das verbleibende braune Ol (166g) wurde im Vakuum destilliert (85°C / 
0,07 mbar). Man erhielt 138 g (RS)-2-(Butyryloxy)- y-butyrolacton als schwach gelbliche 
Flussigkeit (Gehalt It. GC >99%). 
10 ! H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 5 = 5.42 (dd, 2-H), 4.48 (ddd, 4-H), 4.33 (ddd, 4-H'), 

2.73 (dddd, 3-H), 2.40 (m, 2 H, CH 2 ), 2.30 (dddd, 3-H'), 1.68 (ddt, 2 H, CH 2 ), 0.95 (t, 3 H, 
CH 3 ). 

3.2 Herstellung von (/tS)-2-(Pentanoyloxy)-y-butyrolacton 

15 Analog zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit Pentansaure und Triethylamin 
umgesetzt zu (iiS)-2-(Pentanoyloxy)-y-butyrolacton. 

'H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 5 = 5.42 (dd, 2-H), 4.46 (ddd, 4-H), 4.32 (ddd, 4-H'), 2.72 (m, 
3-H), 2.41 (m, 2 H), 2.31 (dddd, 3-H'), 164 (m, 2 H), 1.39 (m, 2 H), 0.92 (t, 3 H). 

20 3.3 Herstellung von ( J ftS)-2-(HexanoyIoxy)-y-buryroIacton 

Analog zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit Hexansaure und Triethylamin 
umgesetzt zu t&S)-2-(Hexanoyloxy)-y-butyrolacton. 

J H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 5 = 5.42 (dd, 2-H), 4.46 (ddd, 4-H), 4.32 (ddd, 4-H 1 ), 2.70 (m, 
3-H), 2.40 (m, 2 H), 2.30 (dddd, 3-H'), 1.64 (m, 2 H), 1.35 (m, 4 H), 0.90 (m, 3 H). 
25" "* ' 

3.4 Herstellung von (JLS)-2-(2-Phenylacetoxy)- y-butyrolacton 

Analog zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit 2-Phenylessigsaure und Triethylamin 
umgesetzt zu (7^S)-2-(2-Phenylacetoxy)-y-butyrolacton. 

! H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 8 = 7.31 (m, 5 H ar ), 5.42 (dd, 2-H), 4.42 (ddd, 4-H), 4.24 (ddd, 
30 4-H c ), 3.78 (d, H bn ), 3.72 (d, Hb„), 2.63 (m, 3-H), 2.22 (dddd, 3-H'). 
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3.5 Herstellung von (/tS)-2-(2-(2-Methoxyethoxy)-acetoxy)- y-butyrolacton 

Analog zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit 2-(2-Methoxyethoxy)-essigsaure und 
Triethylamin umgesetzt zu (RS)-2-(2-(2-Methoxyethoxy)-acetoxy)- y-butyrolacton. 
! H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 6 = 5.42 (dd, 2-H), 4.48 (ddd, 4-H), 4.35 (ddd, 4-H'), 4.30 (d), 
4.25 (d), 3.76 (m, 2 H), 3.60 (m, 2 H), 3.39 (s, CH 3 ), 2.73 (m, 3-H), 2.35 (dddd, 3-H'). 

3.6 Herstellung von (AS)-2-(2-Phenoxyacetoxy)- y-butyrolacton 

Analog zu zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit 2-Phenoxyessigsaure und 
Triethylamin umgesetzt zu (i£S>2-(2-Phenoxyacetoxy)-y-butyrolacton. 

'H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 6 = 7.29 (m, 2 H ar ), 7.00 (m, I H*,), 6.91 (m, 2 H,,), 5.52 (dd, 2- 
H), 4.76 (d), 4.72 (d), 4.41 (ddd, 4-H), 4.23 (ddd, 4-H 1 ), 2.68 (m, 3-H), 2.30 (dddd, 3-H 4 ). 

3.7 Herstellung von (jRS)-2-(2-Chloracetoxy>- y-butyrolacton 

Analog zu Beispiel 3.1 wurde 2-Brom-y-butyrolacton mit 2-Chloressigsaure und Triethylamin 
umgesetzt zu (i?5)-2-(2-Chloracetoxy)-y-butyrolacton. 

'H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 5 - 5.43 (dd, 2-H), 4.51 (ddd, 4-H), 4.35 (ddd, 4-H'), 4.21 (d), 
4.18 m(d), 2.77 (m, 3-H), 2.38 (dddd, 3-H 4 ). 

3.8 Herstellung von (/W)-2-(Octanoyloxy)-y-bu tyro lac ton 

Eine Losung von 297g 2-Brom-y-butyrolacton und 285. 6g n-Caprylsaure in 400ml Toluol wird 
auf 80°C erwarmt. Innert 2h werden bei 80°C Innentemperatur 219g Triethylamin zugetropft. 
Die entstehende Suspension wird weitere 2 Stunden bei 80°C geriihrt. Nach Abkuhlen wird das 
Reaktionsgemisch nacheinander mit 300ml Wasser gewaschen, 300ml Toluol zugegeben, 
zweimal mit 200ml 5%ige Natriumbicarbonat-Losung (mit 10% Kochsalz versetzt), mit 200ml 
7.5%ige Natriumbicarbonat-Losung gewaschen und uber Magnesiumsulfat getrocknet. 
Fluchtige Anteile werden im Vakuum entfernt. Der gelblich-braune Riickstand (345g) 
kristallisiert bei 4°C und besteht laut NMR aus reinem 2-(Octanoyloxy)-y-butyrolacton (Gehalt 
It. GC > 99%). 



>H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 5 = 5.42 (dd, 2-H), 4.48 (ddd, 4-H), 4.3 1 (ddd, 4-H'), 2.72 (m, 
3-H), 2.41 (m, 2 H), 2.30 (dddd, 3-H'), 1.65 (m, 2 H), 1.30 (m, 8 H), 0.88 (t, 3 H). 




WO 01/18231 PCT/EPOO/08810 
Beispiel 4 

HerstelKung von (RS)-2-(Isobutyryloxy)- y-butyrolacton 

Eine Losung von 165 g 2-Brom-y-butyrolacton (97% Gehalt) in 264 g Isobuttersaure wurde 
auf 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C Innentemperatur 120g Triethylamin zugetropft. 
5 Die entstandene Suspension wurde weitere 4 h bei 80°C geriihrt. Es wurde weiter wie in 

Beispiel 1 verfahren. Das verbleibende braune OI (156g) wurde im Vakuum destilliert (83°C / 
0,08 mbar). Man erhielt 133 g (RS)-2-(Isobutyryloxy> y-butyrolacton als schwach gelbliche 
Flussigkeit (Gehalt It. GC > 98%). 

J H-NMR (400 MHz; CDC1 3 ): 6 = 5.41 (dd, 2-H), 4.48 (ddd, 4-H), 4.32 (ddd, 4-H'), 2.7 
10 (m, 3-H), 2.66 (sept, CHMe 2 ), 2.26 (dddd, 3-H'), 1.20 (dd, 6 H, CH 3 ). 

Beispiel 5 

Herstellung von (RS)-2-(2-Methoxyacetoxy)- y-butyrolacton 

Eine Losung von 165 g 2-Brom-y-butyrolacton (97% Gehalt) in 270 g 2-Methoxyessigsaure 
15 wurde auf 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C Innentemperatur 120 g Triethylamin 
zugetropft. Die entstandene Suspension wurde weitere 8 h bei 80°C geriihrt. Es wurde weiter 
wie in Beispiel 1 verfahren. Das verbleibende braune Ol (33 5g) wurde im Vakuum destilliert 
(1 14°C / 0.2mbar). Man erhielt 1 17 g (RS)-2-(2-Methoxyacetoxy)- y-butyrolacton als schwach 
gelbliche Flussigkeit (Gehalt It. GC > 97%). 
20 'H-NMR (400 MHz; CDCb): y = 5,53 (dd, 2-H), 4,50 (ddd, 4-H), 4,33 (ddd, 4-H'), 4,18 

(d, -0-CH 2 -COO-), 4,12 (d, -0-CH 2 -COO-), 3,46 (s, 3 H 9 CH 3 ), 2,75 (dddd, 3-H), 2,35 (dddd, 3-H'). 

Beispiel 6 

Herstellung von (R£)-2-(Benzoyloxy)-y-butyrolacton 

25 Eine Losung von 178 g 2-Brom-y-butyrolacton (90% Gehalt) und 147 g Benzoesaure in 75 ml 
Toluol wurde auf 80°C erwarmt. Innert 2 h wurden bei 80°C Innentemperatur 120 g 
Triethylamin zugetropft. Die entstandende Suspension wurde eine weitere Stunde bei 80°C 
geruhrt. Fluchtige Anteile wurden im Vakuum entfernt. Es wurde weiter wie in Beispiel 1 
verfahren. Der verbleibende Feststoff (246 g) wurde mit 400 ml heissem Ethylacetat 

30 umkristallisiert. Man erhielt als erste Kristallfraktion 167 g (RoS)-2-Benzoyloxy-y-butyrolacton 
als weisse Kristalle (Gehalt It. GC > 99%). 
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'H-NMR (400 MHz; CDCI 3 ): 8 = 8.06 (m, 2 H ar ), 7.60 (m, H ar ), 7.46 (in, 2 H„), 5.64 
(dd, 2-H), 4.53 (ddd, 4-H) s 4.38 (ddd, 4-H<), 2.82 (m, 3-H), 2.42 (dddd, 3-H'). 

Beispiel 7 

Herstellung von (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (S)-2-Acetoxy-y- 
butyrolacton (S-ABL) aus racemischem 2-Acetoxy-y-butyroIacton mit Lipasen 

7.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-Acetoxy-y- 
butyrolacton gelost und 100 mg lyophilisierte Lipase gemass Tabelle 1 hinzugegeben. Die 
Suspension wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Fur die Umsatz- und Enantiomerenreinheit- 
Bestimmung per GC wurden Proben genommen, ungeloste Bestandteile durch Zentrifiigation 
abgetrennt, das Wasser im Stickstoffstrom entfernt und der Ruckstand in Butylacetat gelost. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-ABL) 


Ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


17 h 


100% 


94,2% 


Lipase Ps. Fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


17h 


100% 


94,3% 


Lipase Candida cylindracea 
(Biocatalyst Ltd.) 


2h 


32,3% 


80,4% 


Lipase AH (Amano) 


17h 


89,5% 


93,1% 



7.2 mit immobilisierter Lipase 

In 10 ml 100 mM Kaiiumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-Acetoxy-y- 
butyrolacton gelost und 25 mg immobilisierte Lipase aus Candida antarctica (Novozym 435 
von Novo Nordisk) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 2 h 
wurde fur (R)-2-Hydroxy-y-butyrolacton ein ee-Wert von 73,2% und fur (S)-2-Acetoxy-y- 
butyrolacton ein ee von 97,7% gefunden. 
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7.3 mit lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

a) In 10 ml n-Butanol wurden 0,1 ml racemisches 2-Acetoxy-y-butyrolacton gelost und 100 mg 
lyophUisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-MABL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


17h 


21% 


89% 


Lipase Ps. Fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


17h 


33% 


89% 


Lipase AH (Amano) 


17h 


14% 


88% 



b) In 10 ml n-Hexanol wurden 0,1 ml racemisches 2-Acetoxy-y-butyrolacton gelost und 100 
mg lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 
verfahren. Nach 72 h wurde fur W-2-Hydroxy-y-butyrolacton ein ee von 84% und fur (S)-2- 
Acetoxy-y-butyrolacton ein ee von 69% gefunden. 



Beispiel 8 

Herstellung von (*)-2-Hydro*y-y-butyrolacton (R-HBL) und (^-2-(2-Methoxyacetoxy)- 
y-butyrolacton (S-MABL) aus racemischem 2-(2-Methoxyacetoxy) -y-butyrolacton mit 
Lipasen 



8.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10ml 100 mMKaliumphosphat-Pufrer( P H7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-(2- 
Methoxyacetoxy)-y-butyrolacton gelost und 50 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben Es 
wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-MABL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


1 h 


19,7% 


79,1% 


Lipase Ps. fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


1 h 


23,2% 


81,6% 


Lipase AH (Amano) 


1 h 


40,6% 


83,6% 
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8.2 rait Iyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

In 10 nil n-Butanol wurden 0,1 ml racemisches 2-(2-Methoxyacetoxy)- y-butyrolacton gelost 
und 100 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-ABL) 


Ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


21,5 h 


52% 


81% 


Lipase Ps. Fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


21,5 h 


74% 


79% 


Lipase AH (Amano) 


4h 


36% 


85% 



Beispiel 9 

Herstellung von (*)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (S^-Propionyloxy-y- 
butyrolacton (S-PrBL) aus racemischem 2-Propionyloxy-y-butyrolacton mit 
iyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

a) In 10 ml 2-Butanol wurden 0,1 ml racemisches 2-Propionyloxy-y-butyrolacton gelost und 
100 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-PrBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


22 h 


75,3% 


97,9% 


Novozym 435 (Novo Nordisk) 


1 h 


89,2% 


93,3% 


Lipase AH (Amano) 


6h 


62,7% 


96,4% 



b) In 10 ml Methyl-tert-butylether wurden 0.2 ml Alkohol und 0, 1 ml racemisches 2- 
Propionyloxy-y-butyrolacton gelost und 100 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Die 
Suspension wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst. 
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Enzym 


Alkohol 


Reaktionszeit 


ee (S-PrBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


Ethanol 


3 h 


22,8% 


98.5% 


Isopropanol 


3 h 


17,6% 


98.1% 


1-Butanol 


3 h 


29,7% 


98.5% 


2-Butanol 


3 h 


18,3% 


98.2% 


Lipase AH (Amano) 


Ethanol 


1 h 


55,4% 


97.0% 


Isopropanol 


1 h 


35,7% 


95.8% 


1-Butanol 


1 h 


74,9% 


96.2% 


2-Butanol 


1 h 


34,2% 


95.6% 



Beispiel 10 

Herstellung von (/^-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (iS)-2-Butyryloxy-y- 
5 butyrolacton (S-BuBL) aus racemischem 2-Butyryloxy-y-butyroIacton mit Lipasen 



10.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-Butyryloxy-y- 
10 butyrolacton gelost und 50 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in 
Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tbelle 7.1 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-BuBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


1 h 


99,4% 


95,7% 


Novozym 435 (Novo Nordisk) 


1 h 


99,1% 


33,4% 


Lipase aus Ps. fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


1 h 


99,4% 


94,8% 


Lipase aus Candida cylindracea 
(Biocatalyst Ltd.) 


1 h 


98,3% 


39,4% 


Lipase AH (Amano) 


1 h 


99,3% 


73,3% 
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10.2 mit lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

a) In 10 ml 1-Butanol wurden 0,1 ml racemisches 2-Butyryloxy-y-butyrolacton gelost und 100 
mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren, wobei 
der Ruckstand in Ethyl-oder Butylacetat aufgenommen wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 
5 8 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-BuBL) 


ee (R-HBL) 


Novozym 435 (Novo Nordisk) 


0,5 h 


- 41,6% 


97,3% 


Lipase aus Ps. fluorescens 
(Biocatalyst Ltd.) 


22 h 


45,0% 


97,4% 


Lipase AH (Amano) 


4h 


89,6% 


96,9% 


Lipase AK (Amano) 


6h 


86,6% 


96,8% 


Lipase PPL (Fluka) 


6h 


61,9% 


95,6% 


Lipase AH-C I (Amano) 


2h 


82,4% 


88,1% 


Lipase PS-C I (Amano) 


6h 


84,0% 


94,8% 


Lipase PS-C II (Amano) 


23 h 


25,7% 


96,4% 



b) In 10 ml 2-ButanoI wurden 0,5 g racemisches 2-Butyryloxy-y-butyrolacton gelost und 200 
mg lyophilisierte Lipase aus Ps. fluorescens (Biocatalyst Ltd.) hinzugegeben. Es wurde weiter 
10 wie in Beispiel 7.1 verfahren. Nach 28,5 h wurde (i?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton mit 98% ee 
und 0S)-2-Butyryloxy-y-butyrolacton mit 93,8% ee gefunden. 

Bei der Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wurden ungeloste Bestandteile durch 
Zentrifugation abgetrennt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert und der olige 
Ruckstand mit 1 ml Wasser und 4 ml Toluol aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und 
15 die wassrige Phase noch zweimal mit je 2 ml Toluol extrahiert. Die wassrige Phase wurde im 
SticktofFstrom konzentriert. Es wurde (7?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton als farbloses Ol erhalten. 
'H-NMR (400 MHz; DMSO-d 6 ): 6 = 5.90 (d, OH), 4.35 (ddd, 2-H), 4.27 (ddd, 4-H), 4.15 
(ddd, 4-H 4 ), 2.42 (dddd, 3-H), 2.00 (dddd, 3-H 4 ). 

13 C-NMR (100.6 MHz; DMSO-d 6 ): 5 = 177.32 (C-l), 66.22 (C-2), 64.37 (C-4), 31.14 (C-3). 
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c) In 11 2-Butanol wurden 50, Og racemisches 2-Butyryloxy-y-butyrolacton (BuBL) gelost und 
10, Og lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 
verfahren. Nach 12h Reaktion bei Raumtemperatur (ca. 34% Umsatz; (R)-2-Hydroxy-BL mit 
97.6% ee; S-BuBL mit 52.2% ee) wurde die Lipase durch Zentrifligation abgetrennt, die 
5 alkoholische Losung uber ein 0.2|i-FiIter filtriert und das 2-Butanol im Vakuum abdestilliert 
(37°C, 13mbar). Der Ruckstand wurde mit 400ml Toluol und 50ml Wasser aufgenommen. Die 
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase noch zweimal mit 200ml Toluol extrahiert. 
Die wassrige Phase wurde im Vakuum aufkonzentriert (40°C, 20mbar). Es wurden 9.6g (R)-2- 
Hydroxy-BL als klare gelbliche Flussigkeit erhalten mit >97% ee (GC). 
10 <x(589nm; 22°C; lg/lOOml in Chloroform) = 64. 1° 

Beispiel 11 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (iS>2-Isobutyryloxy-y- 
butyrolacton (S-IbuBL) aus racemischem 2-Isobutyryloxy-y-butyrolacton 

15 

11.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2- 
Isobutyryloxy-y-butyrolacton gelost und 50 mg lyophilisierte Lipase PS (Amano) 
hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7.1 verfahren. Nach 1 h wurde fur (7?)-2- 
20 Hydroxy-y-butyrolacton 97,2% ee und fur (5>2-Isobutyiyloxy-y-butyrolacton 67,8% ee 
gefunden. 

11.2 mit lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

a) In 10 ml 2-Butanol wurden 0,1 ml racemisches 2-Isobutyryloxy-y-butyrolacton gelost und 
25 100 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren, 
wobei der Ruckstand in Ethyl- oder Butylacetat aufgenommen wurde. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 9 zusammengefasst. 



# • 
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Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-IbuBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano) 


70 h 


96,3% 


96,4% 


Novozym 435 (Novo Nordisk) 


6h 


81,8% 


96,3% 


Lipase AH (Amano) 


46 h 


35% 


95,8% 



b) In 10 ml Methyl-tert-butylether wurden 0.2 ml Alkohol und 0,1 ml racemisches 2- 
Isobutyryloxy-y-butyrolacton gelost und 100 mg lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde 
5 weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 



Enzym 


Alkohol 


Reaktionszeit 


ee (S-IbuBL) 


ee (R-HBL) 


Novozym 435 (Novo Nordisk) 


Ethanol 


3 h 


98,1% 


94,3% 


lsopropanol 


1 h 


98,0% 


93,7% 


1-Butanol 


3h 


92,6% 


94,8% 


2-Butanol 


1 h 


96,7% 


91,4% 


Lipase AH (Amano) 


Ethanol 


6h 


23,5% 


96,7% 


lsopropanol 


6 h 


31,2% 


95,6% 


1-Butanol 


6h 


30,7% 


96,7% 


2-Butanol 


6h 


28,7% 


95,3% 



10 Beispiel 12 

HersteUung von (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton und (R)-2-Acetoxy-y-butyrolacton aus 
racemischem 2-Acetoxy-y-butyrolacton mit Protease 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-Acetoxy-y- 
15 butyrolacton gelost und 0,1 ml Savinase-Ldsung (Protease aus Bacillus sp. von Novo Nordisk) 
hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. 

Nach 1 h wurde fur (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton ein ee von 18,7% und fur (R)-2-Acetoxy-y- 
butyrolacton ein ee von 1 1,2% gefiinden. 
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Beispiel 13 

Herstellung von (*S)-2-Hydroxy-y-butyroIacton und (R)-2-(2-Methoxyacetoxy)- y- 
butyrolacton aus racemischem 2-(2-Methoxyacetoxy)- y-butyrolacton mit Protease 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 0,1 ml racemisches 2-(2- 
Methoxyacetoxy)-y-butyrolacton gelost und 0,1 ml Savinase-Ldsung (Protease aus Bacillus sp. 
von Novo Nordisk) hinzugegeben. Es wurde" writer wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 22 h 
wurde fur (R)-2-(2-Methoxyacetoxy)-y-butyrolacton ein ee von 86,7% und fur (S)-2-Hydroxy- 
y-butyrolacton ein ee von 7, 1 % gefunden. 

Beispiel 14 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-Y-butyroIacton (R-HBL) und 0S>2-Pentanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-PenBL) aus racemischem 2- Pentanoyloxy-y-butyrolacton mit Lipasen 

14.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Pentanoyloxy-y-butyrolacton gelost und lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter 
wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 1 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-PenBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano), 20 mg 


0,5 h 


98,7% 


92,7% 


Lipase AK (Amano), 20 mg 


0,5 h 


98,6% 


87,4% 


Lipase PPL (Fluka), 20 mg 


0,5 h 


98,6% 


65,8% 


Lipase Ps. fluorescens (Biocatalyst 
Ltd.), 20 mg 


0,5 h 


97,9% 


89,1% 



14.2 mit immobilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Pentanoyloxy-y-butyrolacton gelost und immobilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter 
wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefasst. 
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Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-PenBL) 


ee (R-HBL) 


Novozym 435 (Novo Nordisk), 2 mg 


0,5 h 


97,7% 


81,7% 


Lipase PS-C I (Amano), 10 mg 


0,5 h 


97,9% 


70,8% 


Lipase PS-C II (Amano), 10 mg 


0,5 h 


90,9% 


93,8% 



Beispiel 15 

Herstellung von (i?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und 0S)-2-Hexanoyloxy-y- 
5 butyrolacton (S-HexBL) aus racemischem 2- Hexanoyloxy-y-butyrolacton mit Lipasen 



15.1 mit lyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Hexanoyloxy-y-butyrolacton gelost und lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter 
10 wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-HexBL) 


ee (R-HBL) 


Lipase PS (Amano), 20 mg 


1 h 


98,1% 


81,0% 


Lipase AK (Amano), 20 mg 


0,5 h 


97,3% 


61,7% 


Lipase PPL (Fluka), 20 mg 


1 h 


99,9% 


69,6% 


Lipase Ps. fluorescens (Biocatalyst 
Ltd.), 20 mg 


0,5 h 


97,5% 


78,6% 



15.2 mit immobilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) wurden 100 mg racemisches 2- 
15 Hexanoyloxy-y-butyrolacton gelost und immobilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde. weiter . . . 
wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (S-HexBL) 


ee (R-HBL) 


Novozym 435 (Novo Nordisk), 2 mg 


0,5 h 


98,5% 


83,1% 


Lipase PS-C I (Amano), 1 0 mg 


0,5 h 


98,2% 


53,9% 


Lipase PS-C II (Amano), 10 mg 


0,5 h 


97,9% 


89,3% 



• 



WO 01/18231 



PCT/EPOO/08810 



25 



Beispiel 16 

Herstellung von 0S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton und (/?)-2-PentanoyIoxy-y-butyrolacton 
aus racemischem 2-Pentanoyloxy-y-butyrolacton mit Protease 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Pentanoyloxy-y-butyrolacton gelost und 0,03 ml Savinase-Lbsung (Protease aus Bacillus sp. 
von Novo Nordisk) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7.1 verfahren. Nach 0,5 h 
wurde fur (R)-2-Pentanoyloxy-y-butyrolacton ee=31.3% und fur (S)-2-Hydroxy-y- 
butyrolacton ee=19,l% gefiinden. 

Beispiel 17 

Herstellung von (*S)-2-Hydroxy-y-butyroIacton und (/0-2-Hexanoyloxy-y-butyrolacton 
aus racemischem 2- Hexanoyloxy-y-butyrolacton mit Protease 

In 10 ml eines lOOmM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 100 mg racemisches 
2-Hexanoyloxy-y-butyroIacton gelost und 0,03 ml Savinase-Losung (Protease aus Bacillus sp. 
von Novo Nordisk) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 1 h 
wurde fur (R)-2- Hexanoyloxy-y-butyrolacton ee=57,9% und fiir (S)-2-Hydroxy-y- 
butyrolacton ee=21,7% gefiinden. 

Beispiel 18 

Herstellung von (fl)-2-Hydroxy-y-butyroiacton und (S)-2-Octanoyloxy-y-biityrolacton 
aus racemischem 2-Octanoyloxy-y-butyroIacton mit Protease 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Octanoyloxy-y-butyrolacton gelost und 0,03 mL Savinase-Losung (Protease aus Bacillus sp. 
von Novo Nordisk) hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur gertihrt. Es wurde 
weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 1 h wurde fur (R)- 2-Hydroxy-y-butyrolacton 
ee=29,0% bei 77,3% Umsatz gefiinden und fiir (S)-2-Octanoyloxy-y-butyrolacton ee=98%. 
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Beispiel 19 

Herstellung von (/*)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und 0S)-2-Octanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-OctBL) aus racemischem 2- Octanoyloxy-y-butyrolacton mit Lipasen 



19.1 mit Iyophilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat -Puffer (pH 7,0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Octanoyloxy-y-butyrolacton gelost und lyophilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter 
wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 5 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Lipase PS (Amano), 20 mg 


0,5 h 


81,5% 


53,8% 


Lipase AK (Amano), 20 mg 


0,5 h 


61,0% 


58,6% 


Lipase PPL (Fluka), 20 mg 


1 h 


83,4% 


53,7% 


Lipase Ps. fluorescens (Biocatalyst 
Ltd.), 20 mg 


0,5 h 


80,6% 


53,7% 



19.2 mit immobilisierten Lipasen 

In 10 ml 100 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.0) wurden 100 mg racemisches 2- 
Octanoyloxy-y-butyrolacton gelost und immobilisierte Lipase hinzugegeben. Es wurde weiter 
wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefasst. 



Enzym 


Reaktionszeit 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Novozym 435 (Novo Nordisk), 2 mg 


0,5 h 


66,3% 


59,6% 


Lipase PS-C I (Amano), 10 mg 


0,5 h 


45,0% 


68,8% 


Lipase PS-C II (Amano), 10 mg 


0,5 h 


87,9% 


53,0% 
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Beispiel 20 

20.1 Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (5)-2-PentanoyIoxy-y 
butyrolacton (S-PenBL) aus racemischem 2- Pentanoyloxy-y-butyrolacton mit 
lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

In 10 ml Alkohol wurden 500 mg racemisches 2-Pentanoyloxy-y-butyrolacton gelost und 
200mg lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7,1 
verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 7 zusammengefasst. 



Alkohol 


Reaktionszeit 


ee (S-PenBL) 


ee (R-HBL) 


1-Butanol 


37 h 


61,9% 


98,4% 


2-Butanol 


37 h 


73,3% 


98,2% 



20.2 Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (£>-2-Hexanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-HexBL) aus racemischem 2- Hexanoyloxy-y-butyrolacton mit 
lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

In 10 ml Alkohol wurden 500 mg racemisches 2-Hexanoyloxy-y-butyrolacton gelost und 
200mg lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 
verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 8 zusammengefasst. 



Alkohol 


Reaktionszeit 


ee (S-HexBL) 


ee (R-HBL) 


1-Butanol 


37 h 


83,4% 


98,4% 


2-Butanol 


37 h 


96,5% 


97,9% 
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20.3 Herstellung von CR)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (5)-2-Octanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-OctBL) aus racemischem 2- Octanoyloxy-y-butyrolacton mit 
lyophilisierten Lipasen in organischen Losungsmittel 

In 10 ml Alkohol wurden 500 mg racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton gelost und 
5 200mg lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7.1 
verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 zusammengefasst. 



Alkohol 


Reaktionszeit 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


1-Butanol 


30 h 


98,7% 


45% 


2-Butanol 


23 h 


97,4% 


39% 



10 Beispiel 21 

21.1 Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (S)-2-Octanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-OctBL) aus racemischem 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton mit 
lyophilisierten Lipasen in organischem Losungsmittel 

a) Racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurde gemass Tabelle 20 in 1-Butanol (mit 
15 0,27% Wasser) oder 2-Butanol (mit 0,34% Wasser) gelost und lyophilisierte Lipase PS 

(Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse nach 
7,25h sind in Tabelle 20 zusammengefasst. 





rac-OctBL 


Lipase PS 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


1-Butanol, 2,25ml 


0,25g 


lOOmg 


99,2% 


43% 


1-Butanol, 2,0ml 


0,5g 


200mg 


99,1% 


47% 


1-Butanol, 1,75ml 


- 0>75g 


300mg 


99,0% 


48% 


2-Butanol, 2,25ml 


0,25g 


lOOmg 


98,8% 


50% 


2-Butanol, 2,0ml 


0,5g 


200mg 


99,1% 


46% 


2-Butanol, 1,75ml 


0,75g 


300mg 


99,1% 


44% 



20 



b) 30.0g racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurde in 70ml 1-Butanol gelost und 6.0g 
lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. 
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Nach 4h 40min wurde die Reaktion gestoppt (42% Umsatz), der Biokatalysator uber ein 0.2[i- 
Filter abgetrennt, das Filtrat im Vakuum eingeengt (70°C, 20mbar), der Ruckstand zwischen 
23ml Wasser und 180ml Benzin verteilt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch 
zweimal mit 90ml Benzin extrahiert. Das Wasser wurde im Vakuum abdestilliert (40°C, 
5 20mbar). Es wurden 5,36g R-HBL als klare gelblich-braune Flussigkeit erhalten mit ee >99%. 
a(589nm; 22°C; lg/lOOml in Chloroform) = 66,3° 

c) Racemisches 2-OctanoyIoxy-y-butyrolacton wurde gemass Tabelle 21 in 1-Butanol (mit 
0,01% Wasser), 2-Butanol (mit 0,1 1% Wasser), 1 -Propanol (mit <0,05% Wasser) oder 2- 
10 Propanol (mit <= 0,005% Wasser) gelost und lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. 
Es wurde weiter wie in Beispiel 7.1 verfahren. Die Ergebnisse nach 8h (wenn nicht anders 
angegeben) sind in Tabelle 21 zusammengefasst. 





rac-OctBL 


Lipase PS 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Zeit 


l-Butanol, 1,2ml 


0,8g 


160mg 


98,8% 


43% 




2-Butanol, 1,2ml 


0,8g 


160mg 


98,0% 


29% 




1 -Propanol, 1,0ml 


l,0g 


250mg 


99,0% 


42% 




2-Propanol, 1,0ml 


l,0g 


250mg 


97,8% 


27% 




1-Butanol, 1,0ml 


l,0g 


250mg 


98,6% 


48% 




2-Butanol, 1,0ml 


l>0g 


250mg 


97,8% 


30% 




1 -Propanol, 0,8ml 


l,0g 


300mg 


98,8% 


49% 




1 -Propanol, 0,8ml 


l,0g 


lOOmg 


99,0% 


43% 


26,5h 


1-Propanol, 0,8ml 


l,0g 


50mg 


99,1% 


43% 


45h 


2-Propanol, 0,8ml 


l,0g 


300mg 


97,8% 


33% 




1-Butanol, 0,8ml 


l,0g 


300mg 


98,4% 


49% 




2-Butanol, 0,8m! 


l,0g 


300mg 


97,4% 


36% 




Ethanol, 0,6ml 


l,0g 


300mg 


99,4% 


41% 


4h 



15 d) Racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrol acton wurde gemass Tabelle 22 in Alkohol gelost und 
lyophilisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Die Suspensionen wurden bei verschiedenen 
Temperaturen geriihrt. Fur die Bestimmung von Umsatz und Enantiomerenreinheit wurden 
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GC-Proben wie in Beispiel 7. 1 beschrieben genommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 
zusammengefasst. 





rac-OctBL 


Lipase PS 


Temp. 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Zeit 


l-Butanol, 1,4ml 


0,6g 


60mg 


24°C 


98,7% 


38% 


24h 


1-Butanol, 1,4ml 


0,6g 


60mg 


40°C 


98,0% 


41% 


24h 


l-Butanol, 1,4ml 


0,6g 


60mg 


60°C 


95,7% 


39% 


24h 


1-Propanol, 1,0ml 


l.Og 


250mg 


24°C 


98,9% 


45% 


8h 


1-Propanol, 1,0ml 


l,0g 


250mg 


40°C 


98,4% 


48% 


8h 


1-Propanol, 1,0ml 


l,0g 


250mg 


60°C 


96,8% 


48% 


8h 



5 e) 600mg racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurde gemass Tabelle 23 in 1,4ml 
l-Butanol mit unterschiedlichen Wassergehalten gelost und 60mg lyophilisierte Lipase PS 
(Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 23 zusammengefasst. 



Wassergehalt 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Zeit 


0,01% 


98,8% 


42% 


24h 


0,25% 


98,7% 


48% 


24h 


0,5% 


99,2% 


42% 


8h 


1% 


99,1% 


47% 


8h 


2% 


98,8% 


48% 


8h 


4% 


97,8% 


47% 


6h 


7% 


93,8% 


47% 


2h 


10% 


94,7% 


45% 


2h 



f) l,0g racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurde gemass Tabelle 24 in 1,0 ml 1- 
Propanol mit unterschiedlichen Wassergehalten gelost und 250mg lyophilisierte Lipase PS 
(Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 24 zusammengefasst. 
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W asser eehal t 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Zeit 


0,02% 


99,1% 


45% 


8h 


0,25% 


98,9% 


49% 


8h 


0,5% 


99,1% 


46% 


6h 


1% 


99,3% 


47% 


4h 


2% 


99,2% 


47% 


3h 


4% 


99,2% 


46% 


2h 


7% 


98,8% 


50% 


lh 


10% 


93% 


54% 


lh 



g) l,0g racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurde gemass TabeUe 25 in 0,8ml 1- 
Propanol oder 0,6ml Ethanol mit unterschiedlichen Wassergehalten gelost und lyophilisierte 
Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Die 
Ergebnisse sind in TabeUe 25 zusammengefasst. 





Wassergehalt 


Lipase 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


Zeit 


1-Propanol 


0,5% 


lOOmg 


99,3% 


36% 


8h 


1-Propanol 


1% 


lOOmg 


99,3% 


41% 


8h 


1-Propanol 


2% 


lOOmg 


99,3% 


43% 


8h 


1-Propanol 


0,25% 


50mg 


99,3% 


40% 


24h 


1-Propanol 


0,5% 


50mg 


99,3% 


42% 


24h 


1-Propanol 


1% 


50mg 


99,3% 


47% 


24h . 


1-Propanol 


2% 


50mg 


99,2% 


49% 


24h 


Ethanol 


0.25% 


lOOmg 


99,2% 


45% 


24h 


Ethanol 


0.5% 


lOOmg 


99,2% 


48% 


24h 


Ethanol 


1% 


lOOmg 


99,0% 


49% 


24h 


Ethanol 


2% 


lOOmg 


98,9% 


50% 


24h 
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21.2 Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyroIacton (R-HBL), 0S>2-Octanoyloxy-y- 
butyrolacton (S-OctBL) und (S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (S-HBL) aus racemischem 2- 
Octanoyloxy-y-butyrolacton mit lyophilisierten Lipasen in organischem Losungsmittel 

a) 278g racemisches 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton wurden in 223ml 1-Propanol 
(Wassergehalt 2%) gelost und 19,5g lyophiiisierte Lipase PS (Amano) hinzugegeben. Es 
wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 21h wurde die Reaktion gestoppt (47% 
Umsatz), der Biokatalysator abfiltriert, mindestens einmal mit 20 ml 1-Propanol gewaschen 
und das Filtrat im Vakuum eingeengt (60°C, 20mbar), der Riickstand zwischen 223ml Wasser 
und 1670ml Benzin verteilt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch zweimal mit 
835ml Benzin extrahiert. Das Wasser wurde im Vakuum abdestilliert (40°C, 20mbar). Es 
wurden 53, Ig R-HBL als dunkelbraunes Ol erhalten mit 99,4% ee. 

Zur weiteren Reinigung wurde das Rohprodukt mit 200ml Ethylacetat aufgenommen, mit 6g 
Aktivkohle versetzt und lh bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Filtration wurde das 
Ethylacetat im Vakuum entfernt (40°C, 20mbar). Es wurden 51,4g R-HBL als klare, braunlich- 
orange Fliissigkeit erhalten mit praktisch unveranderter Enantiomerenreinheit. 

b) Aus dem Rest der ersten Benzin-Phase wurden bei 4°C 1 13,8g 2-Octanoyloxy-y- 
butyrolacton als hellbraune, glanzende Schuppen kristallisiert (Reinheit > 97% laut GC). Die 
Hydrolyse mit Novozym-435-Immobilisat in 1-Propanol ergab S-HBL mit 92,9% ee. 
Umkristailisation aus Benzin ergab 104.7g 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton (Reinheit >99,5% 
laut GC). Die Hydrolyse mit Novozym-435-Immobilisat in 1-Propanol ergab S-HBL mit 
98,6% ee. 

c) Ein Aliquot des abfiltrierten Enzyms (2%) wurde repetitiv unter gleichen Bedingungen in 
Biotransformationen eingesetzt mit 5,6g racemischem 2-Octanoyloxy-y-butyrolacton in 4,4ml 
1-Propanol (Wassergehalt 2%). Die Reaktionsgemische wurden bei 30°C geschiitteit oder 
geriihrt. Durch die Probennahme zur analytischen Verfolgung der Reaktion nahm die Menge 
des Enzyms in jeder wiederholten Biotransformation urn 1-4% ab. Die Ergebnisse sind in 
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Tabelle 26 dargestellt, wobei als Biotransformation 1 die Daten der oben beschriebenen 
Umsetzung von 278g Substrat mit aufgenommen sind. 



Biotransformation 


Reaktionszeit 


ee (R-HBL) 


Umsatz 


1 


21:20h 


99,2% 


47% 


2 


19:00h 


99,3% 


49% 


3 


20:15h 


99,1% 


47% 


4 


21:50h 


99 0% 


44% 


5 


21 OOh 


99 1% 

77, 1 /O 


46% 


6 


24 OOh 

X.T . VW1J 


98 6% 

70,U /O 


T7% 


7 


22 OOh 


99 0% 

~7,V /o 


46% 


8 


23: OOh 


99,0% 


47% 


9* 


22:45h 


99,0% 


48% 


10 


24:10h 


99,0% 


40% 


11 


22:00h 


98,8% 


46% 


12 


22: OOh 


97,8% 


45% 


13 


22:15h 


98,5% 


42% 


14 


17:20h 


97,8% 


46% 


15 


22: OOh 


99,0% 


34% 


16 


22:00h 


99,2% 


34% 



*Fur die Reaktion #9 wurde 1-Propanol mit 1% Wassergehalt verwendet. 
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Beispiel 22 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyroIacton (R-HBL) und 0?)-2-(2-(2- 
Methoxyethoxy)-acetoxy)-y-butyrolacton aus racemischem 2-(2-(2-Methoxyethoxy)- 
acetoxy)-y-butyrolacton mit iyophiiisierter Lipase in organischem Losungsmittel 

0,75g racemisches 2-(2-(2-Methoxyethoxy)-acetoxy)-y-butyrolacton wurde in 15ml 2-Butanol 
(0,12% Wassergehalt) gelost und mit 375mg Iyophiiisierter Lipase PS (Amano) versetzt. Es 
wurde weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 4h wurde R-HBL mit 96,1% ee gefiinden 
(44% Umsatz). 

Beispiel 23 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und 0S>2-(2-Phenylacetoxy)-y- 
butyrolacton aus racemischem 2-(2-Phenylacetoxy)-y-butyroIacton mit Iyophiiisierter 
Lipase in organischem Losungsmittel 

0,75g racemisches 2-(2-Phenylacetoxy)-y-butyrolacton wurde in 15ml 2-Butanol (0,12% 
Wassergehalt) geldst und mit 375mg Iyophiiisierter Lipase PS (Amano) versetzt. Es wurde 
weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 125h wurde R-HBL mit 90,5% ee gefiinden (30% 
Umsatz). 

Beispiel 24 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und ( 4 S>2-(2-Phenoxyacetoxy)- 
y-butyrolacton aus racemischem 2-(2-Phenoxyacetoxy)-y-butyrolacton mit Iyophiiisierter 
Lipase in organischem Losungsmittel 

0,75g racemisches 2-(2-Phenoxyacetoxy)-y-butyrolacton wurde in 15ml 2-Butanol (0,12% 
Wassergehalt) gelost und mit 375mg Iyophiiisierter Lipase PS (Amano) versetzt. Es wurde 
weiter wie in Beispiel 7.1 verfahren. Nach 2h wurde R-HBL mit 86,7% ee gefiinden (38% 
Umsatz). 
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Beispiel 25 

Herstellung von (/?)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (R-HBL) und (A>2-(2-Chloracetoxy)-y- 
butyrolacton aus racemischem 2-(2-Chloracetoxy)-y-butyroIacton mit lyophilisierter 
Lipase in organischem Losungsmittel 

0,75g racemisches 2-(2-Chloracetoxy)-y-butyrolacton wurde in 15ml 2-Butanol.(0,12% 
Wassergehalt) gelost und mit 375mg lyophilisierter Lipase PS (Amano) versetzt. Es wurde 
weiter wie in Beispiel 7. 1 verfahren. Nach 4h wurde R-HBL mit 91.5% ee und CS>2-(2- 
Chloracetoxy)-y-butyrolacton mit 44,9% ee gefunden (32% Umsatz). Nach 20h wurde (S>2- 
(2-Chloracetoxy)-y-butyrolacton mit 89,8% ee gefunden (52% Umsatz). 

Beispiel 26 

Herstellung von 0S)-2-Hydroxy-y-butyrolacton (S-HBL) und (#)-2-(2-Phenylacetoxy)-y- 
butyrolacton aus racemischem 2-(2-Phenylacetoxy)-y-butyrolacton mit immobilisierter 
PeniciUin-Amidase in organischem Losungsmittel 

0,lg racemisches 2-(2-Phenylacetoxy)-y-butyrolacton wurde in 2ml 2-Butanol (0,12% 
Wassergehalt) gelost und mit lOOmg immobilisierter Penicillin-Amidase (Fluka) versetzt. Es 
wurde weiter wie in Beispiel 7,1 verfahren. Nach 95h wurde S-HBL mit 34,5% ee gefunden. 
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Patentanspriiche 



1 Verfahren zur Herstellung von (R)- und/oder (S)-2-Hydroxy-y-butyrolactonen der 
Formeln I und n 

.OH SOH 

I II 

und/oder von (S)- und/oder (R)-2-Acyloxy-y-butyroIactonen der allgemeinen Formeln 



HI und IV 

O 



x^ 1 «K> 

in iv 



worin R 1 gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Cycloalkyl, (Cycloalky)alkyl, 
Cycloheteroalkyl, (Cycloheteroalky)alkyl, AlkoxyalkyI, Aryl, Heteroaryl, Arylalkyl, 
Heteroarylalkyl oder Aryloxyalkyl bedeutet, worin ein racemisches 2-Acyloxy-y- 
butyrolacton der allgemeinen Formel V 
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worin R 1 die genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase zu den Verbindungen der 
Formeln I oder II umgesetzt wird, wobei die Verbindungen der Formeln III oder IV 
anfallen. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als Hydrolase eine Lipase 
oder Protease verwendet wird. 



3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydrolyse bei 
einer Temperatur von 0 bis 100°C und bei einem pH von 3 bis 12 durchgefuhrt wird. 

10 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipase eine Lipase aus 
einem Bakterium der Gattung Pseudomonas ist oder eine aus einer solchen Lipase 
erzeugte Variante. 

15 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Lipase eine Lipase aus 
Pseudomonas cepacia oder Pseudomonas fluorescens ist. 



20 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das racemische 2-Acyloxy- 
y-butyrolacton der allgemeinen Formel V 




25 



worin R 1 die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, dadurch hergestellt wird, dass ein 
2-Halogen-y-butyrolacton der allgemeinen Formel VI 
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VI 

worin X ein Halogenatom bedeutet, mit einer Carbonsaure der allgemeinen Formel VII 

R'-COOH VII 

umgesetzt wird. 

7. 2-Acyloxy-y-butyrolacton gemass der allgemeinen Formel VIII 




worin R 1 die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat und vorzugsweise gegebenenfalls 
substituiertes Alkyl, Alkoxyalkyl, Arylalkyl oder Aryloxyalkyl bedeutet. 

8. 2-Acyloxy-y-butyrolacton gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das 
2-Acyloxy-y-butyrolacton ausgewahlt ist aus der Gruppe enthaltend 2-(Isobutyryloxy)- 
y-butyrolacton, 2-(2-Methoxyacetoxy)-y-butyrolacton, 2-Chloracetoxy-y-butyrolacton, 
2-Phenoxyacetoxy-y-butyrolacton und 2-Phenylacetoxy-y-butyrolacton. 

9. 2-Acyloxy-y-butyrolacton gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass R 1 ein 
linearer C 5 -i8-Alkylrest ist. 
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2-Acyloxy-y-butyrolacton gemass einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass das 2-Acyloxy-y-butyrolacton ein (R)- oder (S)- oder (RS)- 2- 
Acyloxy-y-butyrolacton ist. 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON (R)- ODER (S)-HYDROXY-y-BUTYROLACTON 



(i) 



SOU. 



(,,) 



(III) 



(IV) 



cC 



(V) 



fT) (57) Abstract: The invention relates to a novel method for producing (R) and/or (S)-2-hydroxy-y-butyrolactones of formulas (I) and 
(II) and/or for producing (S) and/or (R)-2-acyloxy-Y-butyrolactones of the general formulas (III) and (IV). According to said method, 
a racemic 2-acyloxy-y-butyrolactone of general formula (V) is converted into the compounds of formulas (I) or (II) using hydrolases, 

5^ whereby the compounds of formulas (III) or (TV) are obtained as a by-product 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein neues Verfahren zur Herstellung von (R)- und/oder (S)-2-Hydroxy-Y-butyrolactonen 
^ der Formeln (I) und (II) und/oder von (S)- und/oder (R)-2-Acyloxy-y-butyrolactonen der allgemeinen Fbrmeln (III) und (IV), worin 
ein racemisches 2-Acyloxy-y-butyrolacton der allgemeinen Formel (V) mittels Hydrolasen in die Verbindungen der Formeln (I) oder 
(II) umgesetzt wird, wobei die Verbindungen der Formeln (III) oder (IV) anfallen. 



m • 



WO 01/18231 A3 IlllllllilinilllllllllHIll 



(BF, BJ, CF. CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, Zwr Erkldnmg der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
SN, TD, TG). Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 

Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 

Verfiffentlicht: der PCT-Gazette verwiesen. 

— mil internationalem Recherchenbericht 



(88) YerSffentlichungsdatum des mtemationalen 

Recherchenberichts: 13. September 2001 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interna . .al Application No 

PCT/EP 00/08810 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07D307/33 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbois) 

IPC 7 C07D 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal , CHEM ABS Data, WPI Data, BEILSTEIN Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 41 



Citation ol document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



E. FRANCOTTE ET AL. : "Analytic and 
preparative resolution of .gamma. -and 
.delta. -lactones by chromatography on 
cellulose triacetate. Relationship between 
elution order and absolute configuration" 
HELVETICA CHIMICA ACTA. , 
vol. 70, 1987, pages 1569-1582, 
XP002163690 

VERLAG HELVETICA CHIMICA ACTA. BASEL., CH 
ISSN: 0018-019X 

page 1570; examples 16B-16D; table 1 
abstract 

EP 0 467 132 A (CHISS0 CORP) 
22 January 1992 (1992-01-22) 
page 4 -page 5; claims; examples 



7,10 



1-6 

7,10 

1 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

•A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

•L # document which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T' later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

■Y' document of particular relevance: the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



27 March 2001 



Date of mailing of the international search report 



20/04/2001 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Paisdor, B 



Form PC T /ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



# 

INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



I ntenu. al Application No 

PCT/EP 00/08810 



C(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category c 



CiJation of document, with indication. where appropriate, of the relevant passages 



Relevant lo claim No. 



EP 0 439 779 A (CHISSO CORP) 

7 August 1991 (1991-08-07) 

page 7 -page 8; claims; examples 

R.N. BEN ET AL.: "Synthesis of Optically 

Active alpha-Ami no Esters via Dynamic 

Kinetic Resolution: A Mechanistic Study" 

JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 

vol. 64, 1999, pages 7700-7706, 

XP002163691 

EASTON US 

the whole document 

GB 2 347 674 A (CHISSO CORP) 
13 September 2000 (2000-09-13) 
abstract; claims 
page 10 -page 13; examples 1-9 



7,10 

1 

1 



1-10 



Form PCT/1SA/210 (contmuaJion ot second sheet) (July 1892) 



page 2 of 



2 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Information on patent family members 


Interm * .al Application No 

PCT/EP 00/08810 


Patent document 
cited In search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



EP 0467132 A 22-01-1992 JP 2939646 B 25-08-1999 

JP 4077456 A 11-03-1992 

DE 69124298 D 06-03-1997 

DE 69124298 T 05-06-1997 

SG 50443 A 20-07-1998 

US 5324852 A 28-06-1994 



EP 0439779 


A 


07-08-1991 


JP 


2542941 


B 


09-10-1996 








JP 


3228694 


A 


09-10-1991 








DE 


69021711 


D 


21-09-1995 








DE 


69021711 


T 


22-02-1996 








US 


5084392 


A 


28-01-1992 



GB 2347674 A 13-09-2000 JP 2000253897 A 19-09-2000 



Form PCT/1SA/210 (patent family annex) (July 1992) 



* 

V 



• 




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Interne al 

PCT/EP 00/08810 



A. KLASSIRZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C07D307/33 



Nach dor Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klasstfikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mmdestprutstoff (Klassifikaiionssystem und KJassifikalionssymbote ) 

IPK 7 C07D 



Rechercftierte aber nicht zum Mindestpnifstoff gehorende Verotfentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsullierle elektronische Datenbank (Name der DatenbanK und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data, WPI Data, BEILSTEIN Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie ; Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Belracht kommenden Teile 



E. FRANCOTTE ET AL. : "Analytic and 
preparative resolution of .gamma. -and 
. delta. -1 actones by chromatography on 
cellulose triacetate. Relationship between 
elution order and absolute configuration" 
HELVETICA CHIMICA ACTA., 
Bd. 70, 1987, Seiten 1569-1582, 
XP002163690 

VERLAG HELVETICA CHIMICA ACTA. BASEL., CH 
ISSN: 0018-019X 

Seite 1570; Beispiele 16B-16D; Tabelle 1 
Zusammenfassung 

EP 0 467 132 A (CHISS0 CORP) 
22. Januar 1992 (1992-01-22) 
Seite 4 -Seite 5; Anspriiche; Beispiele 

-/- 



Betr. Anspruch Nr. 



7,10 



1-6 

7,10 

1 



I Y I Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu |y I Siehe Anhang Patentfamilie 

entnehmen ULJ 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenttichungen 
*A' Veroffentlichung. die den aikjemeinen Stand der Technik detintert, 
aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* arte res Ookument. das iedoch erst am oder nach dem internationaJen 
An me KJe datum veroffentlicht word en ist 

*L* Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Priorttatsanspruch zwetfelhafi er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbertcht ge nan men Veroffentlichung belegt warden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentlichung. die sich auf eine mQndliche Offenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem internationaJen Anmeldedatum. aber nach 

dem beanspruchlen Prioritatsdatum veroflentticht worden ist 



*T* Spatere Veroftentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kotiidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die be anspruch te Erfindung 
kann allein aufgrund dieser VerdffentUchung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit be run end belrachtel werden 

•V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht aJs auf erfinderischer Tatigkeit be run end betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebrachl wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die Miigfied derseiben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



27. Marz 2001 



Name und Postanschrtft der internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5616 Patentlaan 2 
NL - 2260 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



20/04/2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Paisdor, B 



Fonrttan PC T.I SA/2 10 (BtaR 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



m • 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Inter™. ales Aktenzeichen 



PCT/EP 00/08810 



C(FortsetZung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategone" 


Bo/oicnnung der Veroffentlicfiung. soweft ertordertich unter Angabe der in Betrachl kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


v 
A 

A 


fp n AiQ 77Q a ( PUT popp 1 * 

7. August 1991 (1991-08-07) 

Seite 7 -Seite 8; Anspruche; Beispiele 


7 , 10 
1 


A 


R.N. BEN ET AL.: "Synthesis of Optically 

Active alpha-Ami no Esters via Dynamic 

Kinetic Resolution: A Mechanistic Study" 

JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 

Bd. 64, 1999, Seiten 7700-7706, 

XP002163691 

EAST0N US 

das ganze Dokument 


1 


E 

t 

i 

i 
i 

! 
I 


GB 2 347 674 A (CHISSO CORP) 
13. September 2000 (2000-09-13) 
Zusammenf assung; Anspruche 
Seite 10 -Seite 13; Beispiele 1-9 


1-10 



Fonnblan PCT.'ISA. . i • .•-.«;/un ) von Blafl 2) (Juii 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdtfentllchungen. die zur selben Patenttamiiie gehoren 



interna. Jes Akienzetcften 

PCT/EP 00/08810 



lm Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglied(er) der 


Datum der 




X/prftff » rvt lirh urtn 




raici iuojiiiiic 


VOl UIICI IUIOI IUI IU 


EP 0467132 A 


22-01-1992 


JP 


2939646 B 


25-08-1999 






JP 


4077456 A 


11-03-1992 






0E 


69124298 D 


06-03-1997 






DE 


69124298 T 


05-06-1997 






SG 


50443 A 


20-07-1998 






US 


5324852 A 


28-06-1994 


EP 0439779 A 


07-08-1991 


JP 


2542941 B 


09-10-1996 






OP 


3228694 A 


09-10-1991 






DE 


69021711 D 


21-09-1995 






DE 


69021711 T 


22-02-1996 






US 


5084392 A 


28-01-1992 



GB 2347674 A 13-09-2000 JP 2000253897 A 19-09-2000 



FormDlan PC7/ISA/210 (Aohang Patentfamil»e){Juii 1992) 



